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Zielsetzung: In der vorliegenden Arbeit sollen Cycline, den Zellzyklus und damit die 

Proliferation und/oder die Differenzierung steuernde Gene, sowie verwandte Gene in 

unterschiedlichen Stufen der intestinalen Karzinogenese untersucht werden. 

 
Patienten und Methodik: Primäre Kolonadenome, Kolonkarzinome aller Stadien 

und korrespondierende normale Kolonmukosa sowie Dünndarmkarzinome wurden 

anläßlich chirurgischer und endoskopischer Eingriffe von Patienten gewonnen, die in 

eine Gewebeentnahme einwilligten. Ergänzend hierzu wurden etablierte Zellinien 

kolorektaler Karzinome sowie eine intestinale Epithelzelline und durch retrovirale 

Transduktion K-ras- oder Cyclin D1-überexprimierende Klone dieser Zellinie 

untersucht. Die Analysen erfolgten mittels molekularbiologischer Methoden, 

insbesondere anhand von Western- und Northern-Blot-Analysen, sowie unter 

Verwendung der Polymerase-Kettenreaktion. Zur Sicherung der erhaltenen 

Ergebnisse wurden immunhistochemische Untersuchungen des Ausgangsgewebes 

durchgeführt. 

 

Ergebnisse: 1) Mutationen im Codon 12 des K-ras-Protoonkogens sind in 

Adenokarzinomen des Dünndarms in ähnlicher Häufigkeit nachzuweisen wie in 

Kolontumoren. 2) Eine Aktivierung des K-ras-Protoonkogens bewirkt eine Cyclin D1-

Überexpression in intestinalen Epithelzellen 3) Die G1-Phase-Cycline D1 und E 

weisen in Kolonkarzinomen überwiegend sowohl eine Erhöhung ihrer mRNA- als 

auch ihrer Proteinexpression auf. 4) Die konstitutive Überexpression von Cyclin D1 in 

intestinalen Epithelzellen hat weder einen Einfluß auf das Wachstumsverhalten 

dieser Zellen in vitro noch führt es zur Tumorgenität der Cyclin D1 

überexprimierenden Klone in vivo. 5) Eine Überexpression von Cyclin E-Proteinen 

liegt in Kolonkarzinomen, nicht jedoch in deren Vorstufen vor und ist damit eng mit 

der Transformation kolorektaler Epithelzellen assoziiert. 6) Die Cyclin E-Protein- und 

mRNA-Expressionen kolorektaler Karzinome sind nicht miteinander korreliert. 7) In 

kolorektalen Karzinomen besteht ein Zusammenhang zwischen einer, im Vergleich 

zu normaler Kolonmukosa, erhöhten bzw. aberranten Cyclin E-Proteinexpression 

und dem Mutator-Phänotyp dieser Karzinome. 
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Schlußfolgerung: In kolorektalen Tumoren ist die Cyclin D1-Überexpression 

teilweise Ausdruck des bereits in der Frühphase der Karzinogenese aktivierten K-

ras-Protoonkogens. Cyclin D1 wirkt selbst nicht als Onkogen. Im Gegensatz hierzu 

scheint eine Überexpression von Cyclin E die maligne Transformation kolorektaler 

Tumoren zu unterstützen. Ferner könnte eine Erhöhung der Cyclin E-

Proteinexpression die DNA-Replikation stören und damit bereits defekte DNA-

Reparatur-Mechanismen verstärken.  
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1  Einleitung 
 
 

1.1   Kolorektales Karzinom 
 
1.1.1 Anatomie, Pathologie 
 

Die Kolonmukosa ist aus einzelnen Krypten aufgebaut, welche überwiegend von 

Epithelzellen ausgekleidet werden. Die ständige Regeneration der Krypten steht in 

einem Gleichgewicht zwischen Proliferation der an der Basis lokalisierten 

Stammzellen und einer stufenweise Differenzierung der von der Basis zur 

Kryptenspitze wandernden Epithelzellen. Untersuchungen von Lipkin zeigten, dass 

dieser Vorgang ca. 20 Stunden dauert. Dünndarmepithelzellen benötigen hingegen 3 

Tage bis sie das Darmlumen erreichen und abgeschilfert werden (34, 52).  

 

Ist dieser Prozeß zugunsten einer gesteigerten Proliferation und/oder mangelnden 

Differenzierung gestört, kommt es zur Hyperplasie und möglichen malignen 

Entartung der Schleimhaut. Erste Stufen der Hyperplasie sind mikroskopisch 

erkennbare "aberrante Krypten" (ACF, aberrant crypt foci), die sich im Zeitraum von 

mehreren Jahren zu makroskopisch erkennbaren Adenomen unterschiedlicher 

Dysplasiegrade entwickeln und in ein Karzinom (Abb. 1) übergehen können (83)  

 

Neben dieser Adenom-Karzinom-Sequenz, die für den überwiegenden Anteil der 

kolorektalen Karzinome verantwortlich ist, besteht die Möglichkeit der "de novo"-

Entstehung kolorektaler Karzinome aus sogenannten "flat adenoma". Dies spielt vor 

allem bei der Kolonkarzinogenese auf dem Boden chronisch-entzündlicher 

Darmerkrankungen und bei den hereditären nicht-polypösen kolorektalen 

Karzinomen (HNPCC�Syndrom) eine Rolle (56, 107).  

 

Kolonkarzinome werden nach ihrer intramuralen Ausdehnung und ihrer 

Metastasierung in lokoregionäre Lymphknoten sowie in Organe wie z. B. Leber und 

Lunge nach Dukes (25) bzw. der UICC�Klassifikation in prognostisch relevante 

Stadien eingeteilt (115). Voraussetzung für die Beurteilung des Lymphknotenstatus 

ist, daß mindestens 12 lokoregionäre Lymphknoten auf eine Tumorinvasion hin 
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untersucht werden. Der Differenzierungsgrad des Karzinoms wird nach Grad 1 (gut 

differenziert) bis Grad 4 (undifferenziert) beurteilt. Histologische Sonderformen des 

kolorektalen Karzinoms stellen verschleimende Karzinome sowie das seltene 

Siegelring-Karzinom und Karzinome medullärer Differenzierung dar (80). 

 
 

 
Abb. 1:   Polypöses Kolonkarzinom pT3, pN1, M0, G2 (Dukes C, UICC Stadium III)  
 
 
 
 

1.1.2    Epidemiologie 
 
Die Inzidenz des kolorektalen Karzinoms hat sich in Deutschland von 1960 bis 1980 

verdoppelt und beläuft sich derzeit auf ca. 50.000 Neuerkrankungen/Jahr. 

Kolorektale Karzinome stellen mit jährlich ca. 30.000 Todesfällen die zweithäufigste 

tumorbedingte Todesursache in Deutschland dar. Diese Rangfolge gilt allgemein für 

westliche Industrieländer und ist auf Risikofaktoren wie eine fettreiche und 

ballaststoffarme Ernährung, Alkoholkonsum und eine mangelnde körperliche Aktivität 

 



EINLEITUNG  3 
 

zurückzuführen. Protektiv gegenüber der Entstehung kolorektaler Karzinome wirken 

u. a. Ballaststoffe, Calcium und Acetylsalicylsäure. Der Erkrankungsgipfel liegt im 7. 

Lebensjahrzehnt (83). 

 

Die Ausbildung von Kolonkarzinomen ist das Ergebnis einer Wechselwirkung von 

Umweltfaktoren und genetischer Prädisposition. Neben den genannten 

Ernährungsfaktoren liegt bei bis zu 50 % der Kolonkarzinome eine genetische 

Prädisposition unterschiedlicher Ausprägung vor. In ca. 5 % der kolorektalen 

Karzinome ist ein autosomal�dominanter Erbgang zu beobachten. Dabei handelt es 

sich in 1 % der kolorektalen Karzinome um eine Keimbahnmutation im APC-Gen, 

welche für die Manifestation der Polyposis coli (Abb. 2) verantwortlich ist. Eine 

Rarität stellt das Peutz�Jeghers�Syndrom mit autosomal�dominanter Vererbung 

einer Mutation im Peutz�Jeghers-Gen, einer Serin/Threoninkinase, dar. Der größte 

Anteil familiärer kolorektaler Karzinome entfällt auf das HNPCC�Syndrom, welches 

ca. 4 % der kolorektalen Karzinome ausmacht (1, 31, 56, 106). Ursache des 

HNPCC�Syndroms sind Keimbahnmutationen in DNA�Reparatur�Genen, 

namentlich im hMLH1- (17) oder hMSH2�Gen (30). Mutationsträger haben ein Risiko 

von 80%, an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken. Hinzu tritt ein weiteres, 

wenn auch geringeres Risiko für HNPCC�assoziierte extrakolonische Karzinome wie 

z. B. Magenkarzinome, Endometriumkarzinome und Karzinome der ableitenden 

Harnwege. Epidemiologische Untersuchungen in HNPCC-Familien unterschiedlicher 

Kulturkreise zeigten verschiedene Spektren extrakolonischer Tumoren (69). Diese 

Beobachtung verdeutlicht die wechselseitige Beziehung von genetischer Disposition 

und Umwelt- bzw. Ernährungsfaktoren. 

 

Sonderformen kolorektaler Karzinome stellen Karzinome dar, die auf dem Boden 

einer chronisch-entzündlichen Darmerkrankung, insbesondere der Colitis ulcerosa 

entstehen. Hier steigt das Risiko eines Karzinoms linear mit der Erkrankungsdauer 

an und beträgt nach 30 Jahren 18 % (26). 
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Abb. 2:  Attenuierte Form einer familiären Polyposis coli, APC-Mutation Exon 9 Codon 332 (Arg 332 ter)  
 

 
 
 

1.1.3   Prävention 
 
Eine wichtige Säule in der Prävention des kolorektalen Karzinoms ist der 

endoskopische Nachweis und die Entfernung von Kolonadenomen. Da bis zu 2/3 der 

Kolontumoren innerhalb einer Woche bluten, wird die 3-malige wiederholte Testung 

von Stuhlproben auf Blut (Hämoccult -Test) ab dem 45. Lebensjahr empfohlen. Ein 

positiver Hämoccult-Test stellt die Indikation zur kompletten Koloskopie dar. Eine 

regelmäßige Durchführung des Tests kann die Mortalität bezüglich des kolorektalen 

Karzinoms um ca. 20% senken. Diskutiert werden zur Zeit eine erweiterte Vorsorge 

mittels Sigmoidoskopie (ab dem 50. Lebensjahr) in 5-Jahres-Intervallen und die 

routinemäßige Koloskopie (ab dem 55. Lebensjahr) in 10-Jahres-Abständen, 

entsprechend dem Intervall der Adenom-Karzinomsequenz sporadischer 

Kolonkarzinome (19).  
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Im Vergleich zum Hämoccult-Test besitzen endoskopische Verfahren eine 

wesentlich höhere Sensitivität und vor allem eine höhere Spezifität. Die 

Sigmoidoskopie hat sich als effiziente Screeningmethode erwiesen und konnte in 

Studien die Mortalität rekto-sigmoidaler Karzinome um 60 � 80% senken. Vorteil der 

Sigmoidoskopie ist gegenüber der totalen Koloskopie die relativ einfache 

Durchführung und damit verbundene höhere Patientenakzeptanz. Der Nachteil der 

Sigmoidoskopie besteht in der fehlenden Beurteilung der proximalen Kolonabschnitte 

Es wird daher eine Kombination aus Sigmoidoskopie und regelmäßigen Hämoccult-

Tests bzw. einer Koloskopie im Intervall von 10 Jahren empfohlen (64, 83). 

 

Abweichend von dieser Regel müssen sich Patienten mit autosomal-dominanter 

Vererbung eines kolorektalen Karzinoms (FAP, HNPCC) bereits in jüngerem Alter 

und in jährlichen Abständen einer kompletten Koloskopie unterziehen. Der Grund 

hierfür liegt zum einen in dem vorgezogenen Altersgipfel für hereditäre kolorektale 

Karzinome, zum anderen in der Häufigkeit der Kolonadenome bei FAP bzw. der 

beschleunigten Karzinomsequenz beim HNPCC-Syndrom. Ähnlich wie beim 

HNPCC-Syndrom weisen auch Colitis ulcerosa-assoziierte Kolonkarzinome eine 

beschleunigte Karzinogenese auf, so daß bei Colitis ulcerosa-Patienten ein 

engmaschiges endoskopisches Monitoring erforderlich ist (26, 44).  

 

Neben der Detektion von präkanzerösen Läsionen haben epidemiologische und 

molekulare Untersuchungen zu neuartigen Ansätzen der Chemoprävention geführt. 

Geeignete Substanzen, die lokal oder systemisch inhibitorisch auf die Proliferation 

und mögliche Transformation normaler Kolonmukosazellen wirken, sind u. a. 

Acetylsalicylsäure (6), Na-Butyrat (13) und Calcium (86). 

 

Hinsichtlich der Möglichkeiten einer Chemoprävention ist es erforderlich, 

insbesondere die initialen genetischen und/oder epigentischen Ereignisse der 

mehrstufigen Kolonkarzinogenese zu identifizieren und Strategien zu entwickeln, 

diesen entgegenzusteuern. In diesem Zusammenhang ist es von besonderem 

Interesse, daß bei Erkrankungen mit  einem erhöhten Risiko für ein kolorektales 

Karzinom wie Colitis ulcerosa und HNPCC-Syndrom bereits in mikroskopisch 

unauffälliger Kolonmukosa chromosomale Aberrationen (76) respektive DNA-
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Reparatur-Defekte (22) nachweisbar sind. Diese Phänomene könnten als 

"intermediate Marker" möglicher Chemoprävention-Programme dienen.  

 

 

 

1.1.4   Therapie 
 
Standardtherapie des kolorektalen Karzinoms ist die Resektion des befallenen 

Darmabschnittes unter präliminärer Ligatur der versorgenden Blutgefäße und unter 

Mitnahme der regionären Lymphknoten. Eingeschränkt radikale Operationsverfahren 

dienen der Palliation bei Vorliegen einer Fernmetastasierung oder sind z. B. bei 

definierten Frühstadien ("low risk-Karzinome") eines Rektumkarzinoms bzw. bei 

endoskopisch unvollständig entfernten Adenomen indiziert. Lokale Tumorresektionen 

können mit ausreichender Sicherheit laparoskopisch oder im Falle von 

Rektumkarzinomen auch durch spezielle mikrochirurgische Verfahren durchgeführt 

werden (82, 90). Nach der bisherigen Beobachtungszeit wird damit die Sicherheit 

konventioneller Radikaloperationen kolorektaler Karzinome erreicht (18). Ergänzend 

zur operativen Therapie wird bei Kolonkarzinomen mit lymphonodaler 

Metastasierung eine adjuvante Chemotherapie durchgeführt. Inwieweit es sinnvoll 

ist, ausgewählte Patienten bereits in früheren Stadien einer adjuvanten 

Chemotherapie zuzuführen, ist derzeit Gegenstand kontrollierter Studien. 

Wünschenswert wären weitere, z. B. molekulare Prognosemarker, die der 

Therapiestratifizierung dienten (113).  

 

 

 

1.2  Molekulare Karzinogenese 
 

1.2.1 Aktivierung von Protoonkogenen 
 
1914 schlußfolgerte Boveri in Würzburg aus Beobachtungen an Seeigeleiern, daß 

Änderungen im Chromosomenbestand der Zelle Ursache der Krebsentstehung seien 

(16). Diese These erweiterte 1928 der Göttinger Chirurg Bauer, aufbauend auf die 

Mendelsche Vererbungslehre und die Beobachtung durch Röntgenstrahlen 
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induzierter Karzinome, dahingehend, daß nicht nur chromosomale Aberrationen, 

sondern bereits Mutationen einzelner Gene für die Karzinomentwicklung 

verantwortlich seien: �und wie die normalen Gene als enzymartig wirkende Stoffe die 

letzten Antriebskräfte aller Zellfunktionen darstellen, so sind mutierte Gene 

somatischer Zellen die letzten Träger der Geschwulsteigenschaften�(9). Detaillierter 

noch, insbesondere hinsichtlich der Bedeutung der Zellproliferation für die 

Tumorgenese, wies 1934 Lockhart-Mummary, ein bedeutender Vertreter der 

kolorektalen Chirurgie, auf den Zusammenhang zwischen proliferationsfördernden 

Genen und der Tumorentstehung hin: �It would seem probable that the growth rate of 

somatic cells must be controlled by certain genes contained in the nucleus of the cell, 

and if these genes have been mutated in such a way that the normal rate of growth is 

increased, that is to say, if mitosis of the cell occurs at more frequent intervals than is 

normal for that particular tissue, then it follows that a tumor must result� (53). 

 

Zur Überprüfung dieser Arbeitshypothesen bedurfte es jedoch der theoretischen und 

methodischen Voraussetzungen der modernen Molekuarbiologie, welche 1953 durch 

die Aufklärung der DNA-Struktur durch Watson und Crick begründet wurde (108). Ein 

entscheidender Durchbruch in der molekularen Tumorforschung gelang 1976 

Stehelin, indem er eine Gensequenz des simian rat sarcoma Viruses mit 

zelltransformierenden Eigenschaften identifizierte, welche das erste dominante 

Onkogen, namentlich das src-Onkogen, darstellte (95).  
 

Mit Hilfe von Transfektionsexperimenten gelang die Identifizierung einer Reihe 

ähnlicher, dominanter Onkogene, deren Wildtyp-Sequenz, das Protoonkogen, für 

Proteine kodierte, die Schlüsselfunktionen in der Übertragung von Proliferations- 

und/oder Differenzierungssignalen haben und je nach ihrer subzellulären Lokalisation 

Wachstumsfaktoren, Membranrezeptoren, Kinasen oder Transkriptionsfaktoren 

zugeordent werden können (10). Ein typischer Vertreter eines solchen dominanten 

Onkogens ist z. B. das beim kolorektalen Karzinom häufig mutierte K-ras (Kirstin rat 

sarcoma) Gen, welches für ein membranständiges Protein kodiert, welches GTP 

bindet und hydrolisiert. Eine Punktmutation im K-ras Proto-Onkogen führt zur 

konstitutiven Aktivierung des Ras-Signalweges durch Reduktion der Ras-abhängigen 

GTPase-Aktivität (15).  
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In vitro können nicht-maligne Zellen durch Mutationen von Protoonkogenen oder 

durch eine ektope, konstitutive Überexpression von Protoonkogenen zu Zellen mit 

einem malignen Phänotyp transformiert werden. Im transgenen Mausmodell 

entstehen durch das Einbringen eines dominanten Onkogens in die Keimbahn und 

die konstitutive Aktivierung proliferationsfördernder Signalwege eine Hyperplasie 

bzw. Malignome in Organen, in denen der jeweilige Signalweg aktiviert ist (14, 21, 

105). 
 

 

 

1.2.2  Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen 
 
Komplementär zu den dominanten Onkogenen, welche durch die Mutation nur eines 

von zwei Allelen bzw. durch die Transfektion eines mutierten DNA-Stranges 

normalen Zellen einen malignen Phänotyp verleihen, d. h. diese Zellen 

transformieren, stehen die Tumor-Suppressorgene (109).  Diese tragen durch Verlust 

ihrer Funktion zur Krebsentstehung bei. Aufgrund der Tatsache, daß für einen 

Funktionsverlust beide Allele diploider Zellen durch Mutation bzw. chromosomale 

Aberration inaktiviert werden müssen, sind dies geeignete Zielgene hereditärer 

Tumorsyndrome. Entspechend der von Knudson für das Retinoblastom aufgestellten 

Zweitreffertheorie ist für die Manifestation des Tumors neben der Keimbahnmutation 

eines Allels, eine somatische Mutation des zweiten Wildtyp-Allels erforderlich (49). 

Das Retinoblastoma-Gen konnte als erstes Tumorsuppressorgen identifiziert werden. 

Erst die detaillierte Aufklärung der Zellzyklusregulation zeigte, daß dieses 

Suppressorgen eine zentrale Rolle in der Steuerung der DNA-Replikation aller 

menschlicher Tumoren einnimmt. Ein zweites klassisches Suppressorgen ist das 

ebenfalls eng mit dem Zellzyklus assoziierte und beim Menschen am häufigsten 

mutierte p53-Gen. Keimbahnmutationen dieses Gens führen zu dem seltenen Li-

Fraumeni-Syndrom, einer hereditären Prädisposition für Karzinome mehrerer 

Organe. Im Gegensatz zu dominanten Onkogenen ist die Funktionsanalyse der 

Suppressorgene naturgemäß aufwendiger, da sie nur indirekt erbracht werden kann. 

p53 hat eine wesentliche Funktion darin, DNA-Schäden, z. b. durch UV-Strahlung zu 

erkennen und die Zelle vor Replikation dieser DNA z. B. in den programmierten 

Zelltod (Apoptose) zu führen. p53 wird daher auch als �Wächter des Genoms� 
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bezeichnet. Ein Funktionsverlust von p53 führt zu einer zunehmenden genomischen 

Instabilität, welche charakteristisch für fortgeschrittene Karzinome ist (2, 84). Weitere 

und für das kolorektale Karzinom spezifischere Suppressorgene sind das APC 

(Adenomatosis Polyposis Coli)-Gen und die beim HNPCC-Syndrom häufig 

inaktivierten DNA-Reparaturgene hMLH1 und hMSH2 (31).  

 
 
 

1.2.3 Mikrosatelliten-Instabilität als Resultat defizienter 
Reparaturgene 

 

Mikrosatelliten bestehen aus hochrepetitven DNA-Sequenzen einfacher 

Wiederholungen von 1-6 Basenpaaren. Dinucleotidfolgen, z. B. �ACACACAC..�. 

kommen dabei häufiger vor als Tri- oder Tetranucleotidfolgen. 

Mikrosatellitensequenzen sind meistens in nicht-transkribierten Genabschnitten 

(Introns) lokalisiert. Die Anzahl der Wiederholungen ist hochpolymorph, d. h. zwei 

Allele eines Individuums unterscheiden sich mit großer Wahrscheinlichkeit 

hinsichtlich eines Mikrosatelliten. Dadurch sind Mikrosatelliten u. a. ausgezeichnete 

Marker, um den Weg definierter Allele über Generationen zu verfolgen und bilden 

gleichsam einen genetischen Fingerabdruck eines Individuums. 

 

Während der DNA-Replikation kommt es zu Lesefehlern und damit zu 

Falscheinbauten von Nucleotiden. Besonders störanfällig hierfür sind hochrepetitive 

Sequenzen. Zur Korrektur dieser Lesefehler verfügt die Zelle über ein 

Reparatursystem aus Helikasen, die den DNA-Strang entwinden, Exonukleasen, 

welche falsch eingebaute Nucleotide entfernen und spezifischen Proteinen, die zur 

Erkennung der Replikationsfehler erforderlich sind. Komponenten dieses 

Proteinkomplexes werden u. a. durch die beim HNPCC-Syndrom in der Keimbahn 

mutierten Gene hMLH1 und hMSH2 codiert. Der Funktionsverlust dieser Gene durch 

somatische Inaktivierung des zweiten Allels führt zur Mikrosatelliten-Instabilität, und 

zwar vorzugsweise in kolorektalen Epithelzellen, worauf Tumoren mit einem 

sogenannten �Mutator-Phänotyp� entstehen (12, 43, 48).  
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1.2.4 Cycline als Zellzyklus-regulierende Protoonkogene 
 
Eine Vielzahl von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen reguliert unmittelbar die 

Expression von Cyclinen, welche die Phasen des Zellzyklus, und damit für die 

Tumorentstehung so fundamentale Ereignisse wie DNA-Replikation und Zellteilung, 

kontrollieren. Die Wissenschaftler Hartwell, Nurse und Hunt, 2001 Nobelpreisträger 

für Medizin, legten den Grundstein für unser heutiges Verständnis von der 

Regulation des Zellzyklus. Während Hartwell und Nurse an Hefe-Mutanten Proteine 

isolierten, die für den geregelten Ablauf des Zellzyklus erforderlich sind (36, 65), wies 

Hunt an Seeigeleiern Proteine nach, deren Konzentrationen sich mit der jeweiligen 

Phase des Zellzyklus abrupt änderte, und bezeichnete 1983 diese oszillierenden 

Proteine als Cycline (28). Aufgrund der weitgehenden Konservierung dieser Proteine 

im Laufe der Evolution, konnten die gewonnenen Ergebnisse unmittelbar auf 

menschliche Zellsysteme übertragen werden. Dies hatte die Identifizierung weiterer 

Cyclin-Familien wie z. B. der G1-Phase spezifischen Cycline D (87) und E (32, 66, 

71) zur Folge. Es zeigte sich, daß Cycline nicht nur in direktem Zusammenhang mit 

bekannten Onkogenen und Tumorsuppressorgenen stehen, sondern ihrerseits 

zelltransformierende Eigenschaften besitzen und damit selbst als dominante 

Onkogene wirken können (8, 33, 46). 

 

Zu der Familie der Cycline treten eine Vielzahl Cyclin-abhängiger Proteinkinasen, die 

durch Phosphorylierung und Dephosphorylierung in der Lage sind, mit 

unterschiedlichen Cyclinen zu assoziieren und deren Aktivität zu steuern. Die 

Assoziation der Komplexe aus Cyclinen und ihrer katalytischen Partner wird durch 

Bindung Kinase-spezifischer Proteine (CKDIs)  inhibiert. Es entsteht somit ein reich 

vernetztes, untereinander abhängiges Puffersystem, daß zum einen Signale von 

außen moduliert, als auch intern Rückmeldungen über einen regelrechten Ablauf des 

Zellzyklus aufnimmt, diese an Kontrollpunkten zusammenfaßt und weitere Schritte 

bis hin zur Zellteilung initiiert (73). 

 

Nach erfolgter Mitose können Zellen entweder in einer Ruhe-Phase, G0-Phase, 

verbleiben, oder in die G1-Phase eintreten, in der die Entscheidung getroffen wird, 

ob die Zelle in die S-Phase eintritt, oder vor Einleitung der DNA-Replikation 

differenziert und/oder in den programmierten Zelltod, die Apoptose, übergeht. Ein 
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wichtiger Kontrollpunkt am Übergang zur S-Phase fällt zeitlich mit der 

Phosphorylierung des Retinoblastoma-Proteins (RB) zusammen und wurde als 

Restriktionspunkt bezeichnet (68, 110). Hat die Zelle diesen Punkt durchlaufen, 

übernimmt ein internes Kontrollsystem die Steuerung des übrigen Zellzyklus bis zu 

dessen Komplettierung, dem Abschluß der Mitose-Phase (Abb. 3).  

 
 

 
 
 
Abb. 3:  Phasen des Zellzyklus, Restriktionspunkt (R) assoziiert mit der Phosphorylierung des Retinoblastoma-Proteins (RB) und 

dem Übergang der G1- in die S-Phase. 

 
 
 
Die Phosphorylierung von RB ist das Ergebnis der Aktivierung G1-spezifischer 

Cyclin/Kinase-Komplexe und der Überwindung Kinase-abhängiger Inhibitoren 

(CDKIs). Geht man von einem gleichsam stöchiometrischen Gleichgewicht zwischen 

Inhibitoren, Cyclinen und Cyclin-abhängigen Kinasen (CDKs) aus, kann dies 

entweder durch Überexpression der Cycline, der Kinasen oder durch eine 

Verminderung inhibitorischer Proteine geschehen. Das Zusammenspiel und die 

zeitlich versetzte Aktivierung und Inaktivierung von Cyclin/Kinase-Komplexen, die 

letztlich in der Phosphorylierung von RB münden und die Zellteilung triggern, stellen 
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somit ein interagierendes Puffersystem während der G1-Phase dar (41, 59, 112). Die 

Aufgabe dieses Puffers ist es, von außen einwirkende Stimuli, wie 

Wachstumssignale oder Differenzierungssignale aufzufangen, gewebespezisch zu 

modulieren und für eine zeitlich geordnete Umsetzung dieser Botschaften zu sorgen. 

Die Fähigkeit zur klonalen Expansion ist eine unabdingbare Voraussetzung für die 

Proliferation maligner Tumoren. Zellteilungen  müssen in rascher Folge durchlaufen 

werden und fehlerfrei ablaufen, was physiologischerweise an distinkten 

Kontrollpunkten des Zellzyklus überprüft wird. Für eine effektive DNA-Synthese muß 

z. B. ein hochspezialisiertes Proteinsystem zur Verfügung stehen und u. a. Histon-

RNA exprimiert werden (57, 120). Ebenso ist auch der programmierte Zelltod ein 

aktiver, genetisch kontrollierter, zielgerichteter Vorgang, assoziiert u. a. mit der 

Spaltung des Chromatins, der Inaktivierung bestimmter Proteine, und somit 

basierend auf einer Kette von Gen-Induktionen und/oder -Inaktivierungen. 

 

 

 

1.2.5   Aktuelles Konzept der molekularen Karzinogenese unter 
besonderer Berücksichtigung der Cycline 

 
Die Umwandlung normaler Zellen zu einem malignen Tumor ist ein mehrstufiger 

Prozeß. Dieser beginnt mit einem, z. B. durch ein Karzinogen, ausgelösten 

Initialereignis, der Initiation, im Sinne einer Mutation oder einer epigenetischen 

Veränderung. Es folgt der Prozeß der Promotion unter der ggf. jahrelangen 

Einwirkung von Substanzen, die z. B. das im Kolonepithel vorliegende Gleichgewicht 

zwischen Proliferation und Differenzierung zugunsten einer gesteigerten Proliferation 

verschieben. Kennzeichnend für die Phase der Tumorpromotion ist außerdem ein 

Verlußt der Inhibition sog. Kontaktstellen ("gap-junctions"). Die Phase der 

Tumorpromotion ist teilweise noch reversibel. Sie entspricht klinisch dem Stadium 

der Kolonadenome. Zellen, die aus Kolonadenomen isoliert und kultiviert werden, 

sind immortalisiert, d. h. unbegrenzt teilungsfähig, besitzen aber noch nicht die 

Merkmale eines malignen Phänotyps. 

 

Der Übergang zum Karzinom leitet die dritte Phase des Mehrstufenprozesses, die 

Tumorprogression, ein. An dieser Schnittstelle erhalten die Zellen Fähigkeiten, die 
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allen von Karzinomen abstammenden Zellen eigen sind. Dazu gehören u. a. das 3-

dimensionale Wachstum in Agar, unabhängig von einem Haften auf Kulturschalen 

(�anchorage independency�), und die Bildung von Tumoren, die sog. Tumorgenität, in 

der Nacktmaus. Im Laufe der fortschreitenden Progression erwerben die Zellen 

durch weitere genetische und/oder epigenetische Veränderungen die Fähigkeit zur 

Metastasierung, welche tierexperimentell z. B. durch i.v.-Injektion von Tumorzellen 

und Ausbildung von Lungen- und/oder Lebermetastasen überprüft werden kann (3).  

 

In der Kolonkarzinogenese gehören die Mutationen von K-ras, der Verlust der APC-

Funktion und die Mikrosatelliten-Instabilität zu den initialen Ereignissen, da diese 

bereits in aberranten Krypten nachzuweisen sind (72, 99). Der Schritt der Initiation 

kann im Tierexperiment durch Karzinogene wie N-methyl-N�-nitro-N-nitrosoguanidin 

(MNNG), welches eine spezifische ras-Mutation auslöst (78), oder durch sogenannte 

�knock out�-Mäuse, z. B. durch APC-defiziente Mäuse simuliert werden (60).  

 

Als Tumorpromoter wirkt z. B. Phorbolester, ein Aktivator der Proteinkinase C (PKC), 

welcher eine Kaskade von Phosphorylierungs- und Dephosphorylierungsprozessen 

auslöst und schließlich Proliferationsgene wie c-jun und c-fos aktiviert. In ähnlicher 

Weise könnten in vivo Gallensäure in Verbindung mit Darmbakterien als natürliche 

Promoter der Kolonkarzinogenese wirken, da sie nachweislich intraluminär 

Diacethylglycerol (DAG) freisetzen, welches ebenfalls die PKC aktiviert (77).  

 

Ein grundlegendes Konzept der molekularen Karzinogenese besteht darin, daß die 

Kooperation mehrerer aktivierter Onkogene und/oder der Verlust von 

Suppressorgenen notwendig ist, um einen malignen Phänotyp auszubilden. 

Membranständige Proteine, z. B. der Ras-Familie, könnten dadurch mit 

zytoplasmatischen Signalübermittlern (PKC) interagieren und die Expression 

nukleärer Transkriptionsfaktoren (c-jun, c-myc, Cycline) regulieren (111). 

 

Ein weiterer Signalweg, welcher insbesondere für die kolorektale Karzinogenese von 

Bedeutung ist, wird durch Wnt-Proteine aktiviert. Im Mittelpunkt dieses Signalwegs 

steht das APC-Protein, welches den Ubiquitin-abhängigen Abbau von β-Catenin 

vermittelt (Abb. 4). Eine inaktivierende Mutation im APC-Gen, sei es als 

Keimbahnmutation bei der Polyposis coli oder als somatische Mutation in ca. 80%
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Abb. 4:    Wnt-Signalweg mit nachfolgender Induktion von Cyclin D1 und c-myc; β, β-Catenin;  modifiziert nach J. Zhurinsky et al. 

(122). 
 

 

der sporadischen kolorektalen Karzinome, führt zu einer Akkumulation von β-Catenin 

im Zellkern. Hier assoziiert β-Catenin mit dem T-Zell-Faktor (TCF) wodurch u. a. die 

Transkription Zellzyklus-regulierender Proteine wie Cyclin D1 und c-myc induziert 

wird (29). 
 

Die Vermutung, daß Zellzyklus-regulierende Proteine eine Bedeutung für die 

Entstehung menschlicher Tumoren haben könnten, beruhte zunächst auf der 

Identifizierung eines Gens, das in Nebenschilddrüsentumoren mittels Translokation 

unter die Kontrolle des Parathormon-Promoters gelangt, damit überexprimiert wird, 

und als PRAD1-Gen bezeichnet wurde (61). PRAD1 entspricht Cyclin D1, welches 

auch in Lymphomen transloziert ist (79). Amplifikationen und/oder eine erhöhte 

Expression von Cyclin D1 wurden in so unterschiedlichen Karzinomen wie 

Plattenepithel- (45) und Adenokarzinomen (5) des Ösophagus, Karzinome des HNO-
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Bereiches (58), in Leberzellkarzinomen (118, 119), Mammakarzinomen (7, 50), 

Bronchialkarzinomen (117) und kolorektalen Karzinomen (4, 98) nachgewiesen. Die 

Hypothese, daß Cyclin D1 als ein mögliches Onkogen anzusehen ist wird weiterhin 

durch die Cyclin D1-abhängige Zelltransformation in vitro (8, 46, 55) sowie durch die 

in Cyclin D1-transgenen Tieren hervorgerufenen Mammakarzinome (105) und 

Leberzellkarzinome (21) unterstützt. 

 

Im Gegensatz zu Cyclin D1 wurden die übrigen G1-Cycline weniger häufig in 

menschlichen Tumoren untersucht. Überexpressionen und/oder aberrante 

Proteinformen von Cyclin E wurden in Mamma- (47) und Kolonkarzinomen (98) 

beschrieben, wobei Amplifkationen dieser Gene in Kolonkarzinomen selten auftreten 

(51). Eine Cyclin E-Überexpression konnte mit Magen- (63), Ovarial- (97) und 

Mammakarzinomen (47) fortgeschrittener Stadien assoziiert werden. Cyclin E 

kooperiert mit Ha-Ras bei der malignen Transformation von Fibroblasten (33) und 

induziert als Transgen eine Brustdrüsenhyperplasie sowie Mammakarzinome (14). 

Für Bronchialkarzinomen ist Cyclin E ein unabhängiger Prognoseparameter (62). 

 

Entsprechend der zentralen Bedeutung der G1-Phase in der Entscheidung zwischen 

Proliferation, Differenzierung und/oder Apoptose sind alle G1-Phase-Cycline sowie 

deren verwandte Gene geeignete Kandidaten eines Onkogens oder 

Tumorsuppressorgens (88). Es konnte gezeigt werden, daß im RB-Signalweg die 

Expression mindestens eines, häufig jedoch mehrerer Gene, in allen menschlichen 

Karzinomen verändert ist, und zwar durch unterschiedlichste Mechanismen wie 

Cyclin D1-Induktion,  cdk4-Amplifikation oder p16-Mutation (81, 89, 96, 100). 

 

Expressionsmuster von Cyclinen, ihrer Kinasen, vor allem jedoch von Inhibitoren der 

Cyclin/Kinase-Komplexe, allen voran p27, erwiesen sich als unabhängige 

Prognosefaktoren häufig vorkommender Karzinome, wie z. B. Kolon- (54), Mamma- 

(75),  Prostata- (104) und Bronchialkarzinome (27). 
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2    Fragestellungen 
 

 

Basierend auf den dargelegten Forschungsergebnissen wurden bezüglich 

intestinaler Tumoren folgende Fragen untersucht: 

 

1. Wie häufig sind K-ras-Mutationen in Adenokarzinomen des Dünndarms? In 

Ösophagus- und Magenkarzinomen sind K-ras-Mutationen nur selten 

nachzuweisen, während sie in über 40% der Kolonkarzinome vorhanden sind. 

Aufgrund epidemiologischer Parallelen zwischen Dünndarm- und Kolontumoren 

wäre es von Interesse, ob in Dünndarmkarzinomen ein ähnliches 

Mutationsspektrum wie in Kolonkarzinomen vorliegt.  Um dies zu überprüfen 

wurden paraffin-eingebettete Dünndarmkarzinome mittels PCR auf K-ras-

Mutationen hin untersucht (Anlage 1). 

 

2. Weisen primäre humane kolorektale Karzinome und deren Zellinien spezifische 

Expressionsprofile von Cyclin D1 und E auf? Cyclin D1 wirkt in vitro durch 

konstitutive Expression und in vivo als Transgen wie ein Onkogen. Eine 

Überexpression von Cyclin E wurde in einer Reihe von Tumoren mit einem 

fortgeschrittenen Stadium und einer ungünstigen Prognose assoziiert. Zur 

Untersuchung der Cyclin D1- und E-Expression in kolorektalen Tumoren wurden 

diese Cycline mittels Western- und Northern-Blot in primären kolorektalen 

Tumoren und deren Zellinien analysiert (Anlage 2).  

 

3. Inwiefern unterscheiden sich K-ras transfizierte, tumorgene Klone intestinaler 

Epithelzellen (IEC18-R1/R10) von der nicht-transformierten, spontan 

immortalisierten Stammlinie (IEC18) hinsichtlich ihrer Cyclin D1-Expression? 

Werden durch konstitutive Überexpression von humanem Cyclin D1 IEC18-Zellen 

transformiert? Die IEC18-Zellinie sowie deren K-ras überexprimierende Klone 

wurden mittels Western- und Northern-Blot-Analyse auf ihre Cyclin D1-

Expression hin untersucht. Zur Untersuchung einer möglicherweise 

transformierenden Wirkung von Cyclin D1 in intestinalen Zellen, wurde dessen 

Sequenz mittels eines retroviralen Vektors in der IEC18-Zellinie überexprimiert 
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und entsprechende Klone bezüglich ihres Wachstums und ihrer Tumorgenität 

charakterisiert (Anlage 3). 

 

4. Besteht ein Zusammenhang zwischen einer erhöhten bzw. aberranten Cyclin E-

Expression und dem Mutator-Phänotyp kolorektaler Karzinome? Ausgehend von 

der Beobachtung einer erhöhten und aberranten Cyclin E-Expression in einer 

Subpopulation kolorektaler Karzinome sowie in der HCT116-Zellinie, welche eine 

hMLH1-Mutation und damit einen Mutator-Phänotyp aufweist, führten wir eine 

Genotypisierung primärer kolorektaler Karzinome sowie korrespondierender 

normaler Kolonmukosa und eine Analyse der Proteinexpression von Cyclin E in 

diesen Proben durch (Anlage 4). 
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3  Patienten und Methodik 
 

 

3.1  Patienten 
 

Präparate von Dünndarmkarzinomen und kolorektalen Karzinomen, Kolonadenomen, 

korrespondierender normaler Mukosa stammen von Patienten, die an der Klinik für 

Allgemein-, Viszeral- und Gefäßchirurgie der Martin-Luther-Universität sowie der 

Klinik für Chirurgie der Columbia-Universität in New York operiert wurden. 

Gewebeproben instabiler Karzinome wurden zusätzlich aus dem Institut für 

Humangenetik der Universität Stettin/Polen untersucht. Nach Einwilligung der 

Patienten wurde das resezierte Gewebe unmittelbar in Flüssigstickstoff 

kryoasserviert und bei �80 °C gelagert bzw. in Formalin fixiert und in Paraffin 

eingebettet. Normale Schleimhaut wurde vom Resektionsrand, welcher dem Tumor 

am weitesten entfernt lag, durch Dissektion von der Submukosa isoliert. 

 

 

 

3.2  Westernblot-Analyse 
 

Gewebe und Zellinien wurden in einem Lysierpuffer (Anlage 3) durch wiederholtes 

Pipettieren homogenisiert, auf Eis für 30 Minuten lysiert und zentrifugiert. Die 

Proteinkonzentrationen der Proben wurden bestimmt und die Proteinlösungen in 

einem SDS-Puffer mit β-Mercaptoethanol erhitzt. Je Spur wurden 50 µg Proteinlysat 

auf einem 10% Polyacrylamid Gel elektrophoretisch in Laemmli-Puffer aufgetrennt. 

Danach erfolgte die Übertragung der Proteine mittels Elektrotransfer in Glycin-Puffer 

auf PVDF-Membranen. Die Membranen wurden zum Nachweis einer 

gleichmäßgigen Ladung und Auftrennung der Proteine mit Ponceau-S gefärbt. Die 

Membranen wurden zum Nachweis der spezifischen Proteine mit Serum geblockt 

und mit den jeweiligen primären Antikörpern inkubiert. Nach Waschen mit PBS und 

1% Tween erfolgte die Inkubation mit sekundären, Peroxidase-konjugierten 

Antikörpern und die Immunfluoreszenz mit Hilfe des ECL-Systems. Die Intensitäten 

der Banden wurden durch 2-D-Laserdensitometrie quantifiziert, und die Intensitäten 
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der Tumorexpression mit Intensitäten korrespondierender normaler Mukosa 

verglichen.  

 

 

 

3.3  Immunhistochemie 
 

Gefrierschnitte von normaler Mukosa und kolorektalen Tumoren wurden in Aceton 

fixiert und mit 1% H2O2 behandelt. Danach wurden die Präparate mit PBS 

gewaschen, mit 5% fettfreier Milch geblockt und mit dem primären Antikörper 

(Anlage 4) inkubiert. Die Schnitte wurden unter Anwendung der Avidin-Biotin-

Methode mit biotinylierten sekundären Antikörpern inkubiert. Die Immunreaktion 

wurde durch DAB sichtbar gemacht. Als Negativkontrollen dienten Präparate, die 

statt des primären Antikörpers mit nicht-immunreaktiven Seren inkubiert wurden. 

 

 

 

3.4  Northernblot-Analyse 
 

Gesamt-RNA wurde nach der Methode von Chirgwin isoliert (Anlage 2). Zur 

Untersuchung der Primärtumoren wurde PolyA+-RNA extrahiert. PolyA+-RNA oder 

Gesamt-RNA wurden auf einem Formaldehyd-Agarose Gel aufgetrennt und auf 

Nitrozellulose übertragen. Die Blots wurden mittels der �Random-Prime-Extension�-

Methode und markiertem dCTP sowie spezifischen DNA-Sonden inkubiert. Die 

GAPDH-Signale bzw. die Ethidiumbromid-Färbung der 18S- und 28S-rRNA wurden 

zur Kontrolle der Güte der RNA und zur Kontrolle gleicher Ladung herangezogen. 

Die Signale wurden mittels Autoradiographie detektiert und die Intensitäten mittels 

2D-Laser-Densitometrie quantifiziert. 
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3.5  Mikrosatelliten-Analyse 
 

Genomische DNA wurde aus Gewebeproben normaler Mukosa und kolorektaler 

Karzinome isoliert (Anlage 4). Aus den jeweiligen DNA-Proben wurden 5 

Mikrosatelliten des von der International-HNPCC-Collaborative-Group empfohlenen 

Referenzpanels aus Mononucleotid- und Dinucleotidmarkern mittles fluoreszenz-

markierter, flankierender Primer amplifiziert. Anschließend erfolgte die 

Genotypisierung auf einem denaturierenden Polyacrylamid-Gel mittels automatischer 

Fragmentanalyse. Traten bei Tumoren im Vegleich zu normaler Mukosa zusätzliche 

Peaks auf, wurden diese Marker als instabil bewertet (Abb. 7). Karzinome wurden als 

hochinstabil eingestuft, wenn mindestens 2 der 5 untersuchten Marker instabil waren 

(12). 

 

 

3.6  Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 

Gesamt-DNA wurde aus fixiertem, in Pararaffin eingebettetem Gewebe isoliert 

(Anlage 1). Codon 12 von K-ras wurde mittels eines 5�-Mismatch-Primers amplifiziert, 

der eine Restriktionsstelle für das Enzym Bst N1 enthielt. Im Falle einer Wildtyp-

Sequenz konnte somit das Amplifikat durch Bst N1 verdaut werden, während im 

Falle einer Punktmutation in einem der beiden ersten Nukleotide von Codon 12 die 

Sequenz durch Bst N1 nicht erkannt wurde. Zur Kontrolle der Enzymfunktion wurde 

auch am 3�-Ende ein Nucleotid substituiert. Der Nachweis des daraus resultierenden 

DNA-Längen-Polymorphismus erfolgte durch Auftrennen der PCR-Produkte auf 

einem 8% Polyacrylamid-Gel und Färben mittels Ethidiumbromid. Als Kontrollen 

dienten Zellinien mit bekannter Mutation im Codon 12 des K-ras-Gens bzw. mit 

entsprechenden Wildtyp-Sequenzen. Die Nachweisgrenze des Verfahrens wurde 

durch Verdünnungsreihen genomischer DNA der genannten Zellinien ermittelt und 

betrug mindestens 1:16. 
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4  Ergebnisse 
 

 

4.1   K-ras-Mutationen in Dünndarmkarzinomen 
 

K-ras-Mutationen sind am häufigsten in Pankreaskarzinomen nachzuweisen, wobei 

hier ähnlich wie beim kolorektalen Karzinom Codon 12-Mutationen vorherrschen. Im 

Ösophagus sowie im Magen hingegen spielen K-ras-Mutationen kaum eine Rolle. 

Hinsichtlich der Prävalenz von Mutationen im K-ras-Gen gleichen cholangiozelluläre 

Karzinome dem Pankreaskarzinom. Da Dünndarmkarzinome zwar deutlich seltener 

als kolorektale Karzinome auftreten, jedoch epidemiologisch im Hinblick auf mögliche 

karzinogene Faktoren  kolorektalen Karzinomen ähnlich sind, ergab sich daraus die 

Frage der Häufigkeit von K-ras-Mutationen in Adenokarzinomen des Dünndarms 

(Anlage 1). 

 

Wir amplifizierten hierzu DNA aus Dünndarmkarzinomen mittels der genannten 

Mismatch-Primer, die Restriktionsstellen für Bst N1 enthielten. In 10 von 17 Fällen, 

darunter bei Karzinomen, die bis zu 13 Jahren in Paraffin eingebettet waren, gelang 

die PCR. Acht der 10 untersuchten Dünndarmkarzinome zeigte eine Mutationen in K-

ras, Codon 12, ein Anteil der über dem kolorektaler Karzinome lag. 

 

 

 

4.2 Analyse von Cyclin D1 und Cyclin E in primären 
kolorektalen Karzinomen und deren Zellinien 

 

Zur Klärung, ob eine vermehrte Expression von G1-Phase-Cyclinen mit der 

Kolonkarzinogenese einhergeht, wurden Kolontumoren so ausgewählt, daß sie die 

Dukes-Stadien A-C und unterschiedliche Differenzierungsgrade repräsentierten 

(Anlage 2). Die Westernblot-Analyse primärer Kolontumoren und korrespondierender 

normaler Kolonmukosa mittels eines polyklonalen anti-Cyclin D1-Antikörpers zeigte 

Proteinprodukte von 30 und 36 kD in allen untersuchten Proben.  Fünf von 11 

Karzinomen wiesen eine mindestens 2-fache Expressionserhöhung von Cyclin D1 

gegenüber normaler Mukosa auf.  Der monoklonale anti-Cyclin E-Antikörper 
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erkannte ein 51 kD-Protein. Daneben konnten jedoch Proteinformen von niedrigerem 

Molekulargewicht, und zwar bis zu 30 kD, nachgewiesen werden. In vier der 10 

untersuchten Tumoren war die Cyclin E-Expression um mindestens das 2fache 

gegenüber normaler Mukosa erhöht. Eine Überexpression niedermolekularer Cyclin 

E-Proteinformen lag in Dukes B-Kolonkarzinomen und in einem gering 

differenzierten, metastasierten Ovarialkarzinom vor. 

 

Aus Primärgewebe isolierte mRNA wurde daraufhin mit Cyclin D1- und Cyclin E- 

cDNA-Sonden hybridisiert. Kolonkarzinome und normale Schleimhaut wiesen 

überwiegend ein Cyclin D1-Transkript von 4.5 kb und in geringerem Maße auch ein 

Transkript von 1.7 kb auf. Die densitometrische Auswertung der Expression des 4.5 

kb-Transkripts ergab, daß die Expression von Cyclin D1 in 6 der 8 untersuchten 

Tumoren im Vergleich zu normaler Schleimhaut um das 1.7- bis 2.4fache erhöht war. 

Zwei Proben, ein Karzinom im Stadium Dukes A und ein Dukes B-Karzinom wiesen 

eine mindestens zweifach erhöhte Cyclin D1-Expression auf. Die Hybridisierung mit 

Cyclin E-cDNA zeigte ein einziges Transkript von 2.2 kb, welches in  6 der 8 

Tumoren signifikant erhöht war.  

 
Aufgrund vorausgegangener Nachweise von Amplifikationen von Cyclin D1 in 

Ösophaguskarzinomen wurden 18 Kolonkarzinome und 15 Proben normaler 

Kolonmukosa auf Amplifikationen von Cyclin D1 oder Cyclin E hin untersucht. 

Genomische DNA wurde für die Untersuchungen auf Cyclin D1 mit EcoR1 verdaut, 

was in DNA-Fragmenten von 4.0, 2.2 und 2.0 kb resultierte. Die Analyse von Cyclin 

E basierte auf der Restriktion mit BamH1 und dem Nachweis von 12 kb und 4.0 kb 

Fragmenten. Vergleichbare Ladung und vollständiger Verdau wurden mittels 

Ethidiumbromid-Färbung kontrolliert. In keinem der untersuchten Karzinome konnte 

eine signifikante Veränderungen der Cyclin D1- oder Cyclin E-Fragmente 

nachgewiesen werden. 

 

Um weiter auszuschließen, daß die in Kolonkarzinomen beobachtete Erhöhung der 

Cyclin D1- und Cyclin E-Expression lediglich Ausdruck einer gesteigerten 

Zellproliferation ist, wurden Kolonkarzinomzellen unterschiedlicher Herkunft und 

Wachstumseigenschaften hinsichtlich ihrer Cyclin D1- und Cyclin E-Expression 

untersucht. 
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Interessant waren hier Expressionsunterschiede in Klonen der SW480-Zellinie. 

SW480-R2 stellt einen Klon mit hoher maligner Potenz und niedriger 

Verdopplungszeit (15 Stunden) dar, während SW480-E8 eine epitheliale 

Morphologie, eine niedrigere Wachstumsrate (32 Stunden Verdopplungszeit) und ein 

geringeres Maß an Aneuploidie und Tumorgenität aufweist. Die Cyclin D1-mRNA-

Spiegel waren hier somit invers zur Tumorgenität korreliert (Anlage 2). Ähnlich wie in 

Primärgeweben war die mRNA-Expression von Cyclin E insgsamt niedriger als die 

Cyclin D1-Expression und erforderte eine längere, bis zu einer Woche dauernden 

Autoradiographie. Dennoch konnte in allen untersuchten Zellinien ein Cyclin E- 

Transkript von 2.2 kb nachgewiesen werden. Auch die mRNA-Expression von Cyclin 

E folgte nicht unmittelbar der proliferativen Aktivität und Tumorgenität der Zellinien. 

Auffallend war vor allem die ungewöhnlich hohe Cyclin E-Expression in HCT116 

Zellen. Diese Zellen stammen von einem Patienten mit einem HNPCC-Syndrom ab 

und weisen einen homozygoten Verlust des hMLH1-Gens auf. 

  

Um zu überprüfen, ob die Cyclin D1- und Cyclin E-Expression auf mRNA-Ebene mit 

einer vergleichbaren Proteinexpression einhergeht, wurden Zellinien kolorektaler 

Karzinome und Subpopulationen dieser Zellinien hinsichtlich ihrer Cyclin D1- und E- 

Proteinexpression untersucht. Die Inkubation mit einem Cyclin D1-Antikörper zeigte, 

daß analog zur mRNA-Expression die höchsten Cyclin D1-Proteinspiegel in den 

SW480-E8-Zellen nachzuweisen waren. Es bestand jedoch nicht in allen Zellinien 

eine strikte Korrelation zwischen mRNA- und Proteinexpression. Bezüglich des 

Cyclin E-Proteins war die HCT116-Linie mit einer entsprechend der mRNA-Spiegel 

hohen Expression am auffälligsten. Dennoch konnte auch für Cyclin E keine 

vollständige Übereinstimmung zwischen Protein- und mRNA-Spiegel gefunden 

werden.  Zu den rein quantitativen Unterschieden traten auch qualitative Merkmale.  

Drei der untersuchten Zellinien, einschließlich HCT116, exprimierten überwiegend 

Cyclin E-Proteine niedrigerer molekularer Masse (39-44 kD) anstelle des in den 

übrigen Zellinien vorkommenden 51 kD-Proteins. 
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4.3 Analyse der Cyclin D1-Expression in K-ras- 
transformierten IEC18-Klonen und Überexpression von 
Cyclin D1 in der IEC18-Zellinie  

 
Da bislang zur Untersuchung der Kolonkarzinogenese keine immortalisierten 

menschlichen Kolonepithelzellen zur Verfügung stehen, wurden spontan 

immortalisierte intestinale Rattenepithelzellen (IEC18) und K-ras-transformierte, 

tumorgene Klone dieser Zellinie kultiviert. Die Cyclin D1-mRNA-Expression war in K-

ras-transformierten Klonen der IEC18-Zellinie im Vergleich zur Ausgangslinie 

deutlich erhöht (Abb. 5, Anlage 3). 

 

 

 

 

 
Abb. 5: Analyse der Cyclin D1-Expression in einer intestinalen Epithelzellinie (IEC18) und deren Klone mit konstitutiver K-ras-

Expression (IEC18-R1, IEC18-R10). 
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Mittels eines retroviralen Vektors wurde daraufhin Cyclin D1-cDNA in IEC18-Zellen 

überexprimiert und Klone mit über 20-facher Cyclin D1-Proteinexpression im 

Vergleich zur Vektorkontrolle isoliert und weiter charakterisiert (Abb. 6). Die deutlich 

erhöhte Cyclin D1-Expression der isolierten Klone hatte weder einen Einfluß auf die 
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Morphologie, noch auf das Wachstum der Zellen in Monolayer-Kulturen und in 

Weichagar. Im Nacktmaus-Modell zeigte sich selbst nach subkutaner Injektion von je 

107 Zellen Cyclin D1-überexprimierender IEC18-Klone in 4 Wochen alte Mäuse und 

einer Beobachtungszeit von 3 Monaten keine Tumorbildung. Als Positivkontrolle 

diente eine Kolonkarzinom-Zellinie (HT 29) mit deutlicher Koloniebildung in 

Weichagar und Tumorgenität in der Nacktmaus (Anlage 3) 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 6:  Überexpression von Cyclin D1 in der IEC18-Zellinie mittels retroviralem Vektor (pMV7), Westernblot-Analyse 

überexprimierender Klone (D13, D16, D17, D19) und der Kontrollklone (C2, C3, C5, C7) sowie der Stammlinie IEC 18. 
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4.4 Die Assoziation von Mikrosatelliten-Instabilität und 
erhöhter bzw. aberranter Cyclin E-Expression in 
kolorektalen Karzinomen  

 

Ausgehend von der Beobachtung einer relativ hohen Cyclin E mRNA- und Protein- 

Expression in Kolonkarzinomen im Vergleich zu Cyclin D1 und der qualitativen 

Veränderungen in der Proteinexpression von Cyclin E in Kolonkarzinomzellinien und 

in primären Kolontumoren konzentrierten sich die folgenden Untersuchungen auf die 

Regulation von Cyclin E innnerhalb eines erweiterten Patientenkollektivs. Aufgrund 

der relativen Cyclin E-Überexpression einer MSI-positiven und hMLH1-mutierten 

Zellinie (HCT116) analysierten wir unter Ermittlung des MSI-Status die Expression 

von Cyclin E in MSI-positiven und MSI�negativen Tumoren. Dabei wurden vorrangig 

Westernblot-Analysen angewandt, da post-translationale Regulationsmechanismen 

für die Expression von Zellzyklusgenen von Bedeutung sind und insbesondere bei 

Cyclin E-Proteinen unterschiedlicher molarer Masse nachgewiesen werden können 

(Anlage 4).  

 

Bei 100 Patienten wurde nach Isolierung genomischer DNA aus normaler 

Kolonmukosa und Karzinomgewebe eine Mikrosatelliten-Analyse durchgeführt.  

Hohe Mikrosatelliten-Instabilität (MSI), also Instabilität in mindestens 2 von 5 

untersuchten Markern, lag bei 13 der 100 Patienten vor. MSI zeigte sich am 

häufigsten in Mononucleotidrepeats. Diese waren bei allen Patienten mit MSI 

informativ. Niedrige Instabilität, d. h. Veränderungen in nur einem Marker, wurde in 

keinem der Fälle beobachtet. Vergleicht man Tumorstadien, Tumorlokalisation, 

Differenzierungsgrad und Alter so ergeben sich in den beiden Gruppen MSI-positiver 

und MSI-negativer Patienten keine signifikanten Unterschiede. Ein Beispiel der 

Mikrosatelliten-Analyse eines MSI-positiven Tumors ist in Abb. 7 dargestellt. 
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Abb. 7:   Ergebnis einer automatisierten Genotypisierung eines kolorektalen Karzinoms (T) und korrespondierender normaler Mukosa  

(N) mittels fluoreszenz-markierter Primer für repetitive Mono- (Bat25, Bat26) und Dinucleotidsequenzen (D2S123, D5S346, 
D17S250) 

 

 

 

 

 

Gleichzeitig zur Genotypisierung erfolgte die Untersuchung der Cyclin E- 

Proteinexpression mittels Westernblot-Analyse in Tumorgewebe und normaler 

Kolonmukosa. Ein monoklonaler anti-Cyclin E-Antikörper erkannte in der normalen 

Mukosa und in Karzinomen überwiegend Cyclin E-Proteine von 51 kD und 44 kD. 

Die Expressionsgrade der normalen Mukosa waren innerhalb einer Analyse 

weitgehend identisch.  

 

Cyclin E-Proteine waren in 38 der 100 Proben um mindestens das 2-fache erhöht. 

Die densitometrische Auswertung zeigte, daß in einigen Fällen eine bis zu 20-fache 

Überexpression von Cyclin E, verglichen mit korrespondierender normaler Mukosa, 

vorlag (Abb. 8). Interessant war, daß es sich hierbei um Karzinome früher Stadien 

(Dukes A und B) handelte. Abb. 9 gibt die Verteilung der Tumorstadien in Bezug auf 

die Cyclin E-Überexpression wider. Cyclin E war in keinem der untersuchten 

Adenome erhöht, während innerhalb der Karzinom-Stadien keine signifikanten 

Unterschiede in der Cyclin E-Überexpression vorlagen. Vergleicht man das Cyclin E- 

Expressionsprofil mit den Differenzierungsgraden, so ergab sich ebenfalls kein 
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statistisch signifkanter Zusammenhang. Analog zu der Stadienverteilung traten hohe 

Cyclin E-Expressionen sowohl in hoch- als auch in gering differenzierten Karzinomen 

auf. 

 

 

 
Abb. 8: Cyclin E-Proteinexpression in normaler Kolonmukosa (N), einem Kolonadenom (A) und in Kolonkarzinomen (T) des 

Stadiums Dukes B  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abb. 9: Verteilung der Cyclin E-Überexpression in unterschiedlichen Stadien kolorektaler Tumoren 

E > 2 x
E < 2 x

% D
DUKES 

A                   B                C            
ADENOMA 

90 
100 

70 
80 

60 

40 
50 

30 
20 

0 
10 DUKES ADENOMA 

 

 



ERGEBNISSE  29 
 

Auffallend bei der Auswertung der Cyclin E-überexprimierenden Tumoren war, daß 

eine Subpopulation von Tumoren erhöhter Cyclin E-Proteinexpression nicht nur die 

dominierenden Proteinformen von 51 kD und 44 kD, sondern auch schneller 

migrierende Cyclin E Proteine von 39 kD und darunter exprimierten. 

Interessanterweise handelte es sich dabei signifikant häufig (p<0.001) um Karzinome 

mit hoher Mikrosatelliteninstabiliät. Ein ähnlicher Zusammenhang konnte bereits 

durch eine rein quantitative Analyse der Cyclin E-Expression hergestellt werden. 

Cyclin E-überexprimierende Kolonkarzinome waren überzufällig häufig  (p<0.001) 

MSI-positiv. 

 

Um auszuschließen, daß die in der Westernblot-Analyse auftretende Überexpression 

von Cyclin E auf eine Kontamination mit nicht-epithelialem Gewebe, z. B. der bei 

HNPCC-assoziierten Karzinomen beschriebenen Lymphozyten-infiltration, 

zurückzuführen war, wurden normale Mukosa, Tumoren mit im Vergleich zu Mukosa 

deutlich erhöhter Cyclin E-Expression immunhistochemisch mittels Cyclin E-

Antikörper untersucht. Dabei war die Expression von Cyclin E selbst in dem Tumor 

mit dem höchsten Cyclin E-Spiegel stets auf den Zellkern der Karzinomzellen 

lokalisiert. Stromazellen exprimierten kein Cyclin E. Normale Mukosa zeigte eine 

schwache Färbung in einzelnen Zellen an der Basis der Krypten. In allen 

analysierten Schnitten war die Cyclin E-Expression den Ergebnissen der Western-

blots vergleichbar, wobei im Falle normaler Kolonmukosa die Westernblot-Analyse 

im Vergleich zur Immunhistochemie die sensitivere Nachweismethode darstellte. 

 

Um weiter der Frage nachzugehen, ob die beobachtete Veränderung der Cyclin E- 

Expression in kolorektalen Tumoren verglichen mit korrespondierender Mukosa auf 

eine erhöhte Transkription und/oder alternatives Spleißen zurückzuführen war, wurde 

aus einer Serie von 20 Proben kolorektaler Karzinome und normaler Mukosa RNA 

isoliert, eine cDNA hergestellt und ein Cyclin E-Fragment amplifiziert. Zusätzlich 

wurde das kürzlich identifizierte Cyclin E-Homolog, Cyclin E2, in gleicher Weise 

untersucht.  Die Primerpaare umfaßten dabei jeweils die zentrale Region des Cyclin 

E- und Cyclin E2-Gens. Die Analyse zeigte, daß in keiner der Proben Extrabanden 

im Sinne von Spleißvarianten amplifiziert wurden.  

 



DISKUSSION  30 

 

5   Diskussion 
 

 

Die Bedeutung der Cycline für die Karzinomentstehung basiert auf der Beobachtung 

chromosomaler Aberrationen, wie Rearrangements, einhergehend mit erhöhter 

mRNA-Expression  bei so seltenen Tumoren wie Nebenschilddrüsentumoren (61) 

und zentrozytischen Non-Hodgkin-Lymphomen (79). Bei einer Anzahl häufiger 

vorkommender Karzinome werden Amplifkationen der 11q13-Region nachgewiesen 

(85). Amplifikationen sind bei Kolonkarzinomen sowohl im Cyclin D1- als auch im 

Cyclin E-Gen selten (51), was durch die Ergebnisse der Southernblot-Analyse 

primärer Kolonkarzinome und Kolonkarzinom-Zellinien bestätigt wird.  

 

Als weitere Ursachen einer erhöhten Expression könnte die für Cyclin D1 

beschriebene Stabilisierung der mRNA in Betracht kommen (24). Denkbar wären 

auch Cyclin D1-Spleißvarianten mit einer erhöhten Stabilität (40, 118). Da wir jedoch 

weder im Northernblot noch in der RT-PCR Hinweise auf Spleißvarianten von Cyclin 

D1 oder Cyclin E fanden, könnte die erhöhte mRNA- und Proteinexpression von 

Cyclin D1 am ehesten Ausdruck einer Geninduktion, z. B. durch aktivierte 

Protoonkogene wie K-ras (11) und/oder die Inaktivierung des APC-Gens (29, 101) 

sein, während für die erhöhte und aberrante Cyclin E-Proteinexpression maßgeblich 

post-translationale Mechanismen verantwortlich zu sein scheinen (74, 93). 

 

APC-Verlust und K-ras-Mutationen sind frühe Ereignisse in der Karzinogenese 

kolorektaler Karzinome (103). Dies erklärt, daß im Gegensatz zu Cyclin E, 

Überexpressionen von Cyclin D1 bereits in Vorstufen (Adenomen) kolorektaler 

Karzinome beobachtet werden können (4). Berücksichtigt man die hohe Prävalenz 

der genannten Mutationen, einschließlich der selten vorkommenden 

Dünndarmkarzinome, so ergibt sich daraus eine mögliche Rolle von Cyclin D1 in der 

Initiation von Karzinomen des  Intestinaltraktes. 

 

Wie unsere Studien an Zellinien unterschiedlicher Proliferationsraten zeigten, 

spiegelt dabei die Expression von Cyclin D1 nicht einfach eine erhöhte Proliferation 

wider, sondern könnte durch Deregulation eines geordneten Ablaufs des Zellzyklus 

zu Störungen in der DNA-Replikation, bzw. -Reparatur und nachfolgenden Zellteilung 
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führen. Interessanterweise zeigen Zellen mit konstitutiver Überexpression von Cyclin 

D1 zwar eine Verkürzung der G1-Phase, aber eine kompensatorische Verlängerung 

nachfolgender Abschnitte des Zellzyklus (35). Cyclin D1- und Cyclin E-

überexprimierende Zellen entwickeln eine zunehmende genomische Instabilität im 

Sinne von Amplifikationen (121) respektive einer Polyploidie (94). Cycline könnten 

somit den Prozeß der malignen Transformation aktiv vorantreiben. 

 

Höhere Konzentrationen des Cyclin E-Proteins reflektieren nicht immer deren mRNA- 

Spiegel. Insbesondere weisen Kolonkarzinome mit besonders hohen Cyclin E- 

Proteinspiegel keine entsprechende Geninduktion auf. Zusätzliche Banden in der 

Cyclin E-Proteinexpression sind Ausdruck einer allgemein gesteigerten Cyclin E-

Expression, da diese Banden gelegentlich auch schwächer oder kaum detektierbar in 

Proben normaler Mukosa vorkommen. Denkbar wäre eine Stabilisierung des 

Proteins durch verminderten Abbau. Cyclin E wird u. a. über das Ubiquitin-System 

abgebaut (20, 93). Die einzelnen Komponenten dieses Systems sind noch nicht 

vollständig untersucht. Dabei scheinen Proteine der Cullin-Familie eine wichtige 

Rolle beim Abbau von Cyclin E zu spielen (91, 114). Es wäre denkbar, daß sowohl 

Mutationen im Cyclin E-Gen als auch in Komponenten des Ubiquitin-vermittelten 

Abbaus zu einer Stabilisierung und Überexpression des Cyclin E-Proteins in 

kolorektalen Karzinomen führen (116). Da in humanen Tumoren selten andere Cyclin 

E-Mutationen als Amplifikationen nachgewiesen wurden (23), scheint erstere 

Annahme unwahrscheinlich und wurde durch uns nicht näher untersucht. In diesem 

Zusammenhang ist es von Bedeutung, daß nachgewiesen werden konnte, daß die 

aberranten Cyclin E-Proteine Zwischenstufen eines nicht durch Ubiquitin vermittelten 

Proteinabbaus darstellen und hohe Kinase-Aktivität besitzen (37, 74), also biologisch 

relevant sind. Der Abbau von Cyclin E und dessen mögliche Veränderungen 

während der Kolonkarzinogenese ist jedoch nicht völlig geklärt.  

 

Im Gegensatz zu Cyclin D1 konnte für Cyclin E keine Überexpression in 

Kolonadenomen nachgewiesen werden. Cyclin E scheint somit in unmittelbarem 

Zusammenhang mit der malignen Transformation epithelialer Zellen zu stehen, 

jedoch für die Progression von Karzinomen keine Bedeutung zu haben, da der Anteil 

Cyclin E-überexprimierender Karzinome über alle Stadien konstant bleibt.  
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MSI ist ein Charakteristikum einer Subpopulation von kolorektalen Karzinomen, die 

offensichtlich einen spezifischen Weg der Karzinogenese beschreiten. Diese 

Karzinome vom Mutator-Phänotyp machen etwa 10% aller kolorektalen Karzinome 

aus und haben gemeinsame klinisch-pathologische Eigenschaften. Unsere Analysen 

bestätigen, daß Mononukleotid-Marker besonders informativ sind (38, 42), und daß 

durch die Verwendung von zwei Mononukleotid-Markern alle hochinstabilen 

Karzinome identifiziert werden können. Die Erweiterung des Panels auf 10 und mehr 

Marker dürfte die Ausbeute nur noch geringfügig erhöhen, so daß wir auf die 

Genotypisierung weiterer Loci verzichtet haben.  
 
Die beobachtete Assoziation zwischen einer Cyclin E-Überexpression, dem Auftreten 

aberranter Cyclin E-Proteine und einer Mikrostelliten-Instabilität ist ein weiterer 

Hinweis dafür, daß MSI-positive Kolonkarzinome nicht nur klinisch und histo-

morphologisch eine Untereinheit bilden, sondern auch spezifische genetische 

Merkmale besitzen. Da MSI-positive Kolonkarzinome häufig Frameshift-Mutationen 

im TGFß-Typ II-Rezeptor aufweisen (102), könnte diese Inhibition des TGFß-

Signalweges über eine verminderte Expression des Cyclin E-Suppressorproteins p27 

zu einer Stabilisierung von Cyclin E führen. Die näheren Mechanismen, die den 

Ubiquitin-abhängigen sowie -unabhängigen Abbau von Cyclin E bewirken, sind 

jedoch nicht vollständig bekannt. Die Möglichkeit, daß die bei MSI-positiven Tumoren 

um das 1000fache erhöhte Mutationsfrequenz zu Mutationen im Cyclin E-Gen führt, 

und diese eine Stabilisierung des Proteins nachsichziehen, ist aufgrund seltener 

Mutationen im Cyclin E-Gen unwahrscheinlich (70). 

 

Da wie eingangs erwähnt die Überexpression von Cyclinen die Deregulation 

nachgeschalteter Abläufe im Zellzyklus stören kann, wäre es auch denkbar, daß eine 

Cyclin E-Überexpression einen vorzeitigen Start der DNA-Replikation bewirkt, bevor 

die Zelle die notwendigen Vorbereitungen hierzu getroffen hat und dadurch den 

Mutator-Phänotyp unterstützt. In ähnlicher Weise kommt es durch Mutationen des 

Suppressorgens p53 zu einem Kontrollverlust der G1-Phase, was zu genomischer 

Instabilität führt (39). Die durch p53 verursachte genomische Instabilität ist nicht das 

Initialereignis der Tumorgenese, sondern ist mit einer Beschleunigung der 

Tumorprogression assoziiert, möglicherweise dadurch, indem sie die Rate weiterer 

Protoonkogen-Aktivierungen und/oder Inaktivierungen von Suppressorgenen 
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steigert. Parallel hierzu wäre es denkbar, daß Cyclin E im Gegensatz zu Cyclin D1 

nicht für die Initiation und Promotion von Kolontumoren maßgebend ist, daher in 

Kolonadenomen nicht überexprimiert ist, hingegen eher eine Rolle bei der malignen 

Transformation und der zunehmenden genomischen Instabilität, z. B. der 

Mikrosatelliteninstabilität, spielt. Zur Unterstützung dieser Hypothese wäre es 

sinnvoll, Zellsysteme mit konstitutiver Cyclin E-Expression hinsichtlich ihrer DNA-

Reparaturmechanismen und genomischen Instabilität weiter zu untersuchen. 

 

Inwieweit können unsere Kenntnisse zur Zellzyklusregulation kolorektaler Karzinome 

klinisch genutzt werden? Cycline, Cyclin-abhängige Kinasen und ihre 

Suppressorproteine stehen physiologischerweise in einem stöchiometrischen 

Gleichgewicht zueinander und stellen gleichsam ein Puffersystem dar, das dazu 

dient, von außen auf die Zelle einwirkende Signale (Wachstumsfaktoren, 

Kontaktinhibition, etc.) zu modulieren und einen geordneten Ablauf des Zellzyklus zu 

gewährleisten. Kommt es nun im Laufe der Karzinogenese zu einer Deregulation 

einzelner Komponenten dieses Systems, müssen die übrigen Gegenspieler darauf 

eingestellt werden, damit die Zelle überlebensfähig bleibt. Die Zelle wird dadurch von 

der starken Veränderung in der Expression einzelner Gene abhängig (�gene 

addiction�) und gegenüber einer gezielten Gegenregulation, z. B. mittels anti-sense-

Strategien, verwundbar ("gene sensitivity") (112). Die Identifizierung von 

Subpopulationen kolorektaler Tumoren mit einer auffallend hohen Expression 

einzelner Zellzyklusgene könnte daher sowohl in der Chemoprävention (Cyclin D1) 

als auch in der Diagnostik und Gentherapie früher Stadien (Cyclin E) genutzt werden. 

Genchip-Technologien und Proteomforschung könnten es ermöglichen,   

Expressionsprofile abhängiger Zellzyklusgene routinemäßig zu analysieren (67). Die 

daraus gewonnenen Daten könnten im Rahmen multimodaler Behandlungskonzepte 

kolorektaler Karzinome Grundlage individuell adaptierter Therapieentscheidungen  

sein (92). 
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ANHANG - THESEN  II 

 

 

 
I Thesen 

 

 
1. Adenokarzinome des Dünndarms weisen häufig eine Mutation im Codon 12 

des K-ras-Protoonkogens auf. 

 

2. Eine konstitutive Überexpression von K-ras in intestinalen Epithelzellen der 

Ratte führt zur mehr als fünffachen Überexpression von Cyclin D1 auf mRNA- 

und Proteinebene. 

 

3. Die retrovirale Transduktion und über zwanzigfache Überexpression humaner 

Cyclin D1-cDNA in intestinalen Epithelzellen der Ratte beeinflußt weder die 

Morpholgie noch die Wachstumseigenschaften in vitro oder führt zur 

Tumorgenität dieser Zellen. 

 

4.  Eine erhöhte mRNA-Expression von Cyclin D1, verglichen mit normaler 

Kolonmukosa, ist in einem Anteil primärer kolorektaler unterschiedlicher 

Stadien und Differenzierungsgrade nachzuweisen. 

 

5. Ebenso liegt häufig in kolorektalen Karzinomen aller Stadien und 

Differenzierungsgrade eine erhöhte Proteinexpression von Cyclin D1, 

verglichen mit normaler Kolonmukosa, vor. 

 

6. Die mRNA- Expression von Cyclin E, verglichen mit normaler Kolonmukosa, 

ist in unterschiedlichen Stadien und Differenzierungsgraden primärer 

kolorektaler Karzinome erhöht. 

 

7. Kolonkarzinome aller Stadien und Differenzierungsgrade zeigen, verglichen 

mit normaler Kolonmukosa und Kolonadenomen, häufig eine Überexpression, 

gelegentlich auch eine aberrante Expression von Cyclin E-Proteinen. 

 

 



ANHANG - THESEN  III 
 

8. Es besteht kein direkter Zusammenhang zwischen der Cyclin E-Protein- und 

mRNA-Expression in primären kolorektalen Karzinomen. 

 

9. Eine erhöhte Proteinexpression von Cyclin E ist daher zum Teil auf post-

translationale Regulationvorgänge zurückzuführen.  

 

10. Die relative Überexpression von Cyclin E-Proteinen ist mit dem malignen 

Phänotyp kolorektaler Tumoren assoziiert. 

 

11.  In primären Kolonkarzinomen besteht eine enge Korrelation zwischen einer 

erhöhten bzw. aberranten Cyclin E-Proteinexpression und dem Mutator-

Phänotyp dieser Karzinome. 
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